
        儿童下呼吸道感染细菌培养

四川大学华西第二医院临床检验科  
周 伟



提纲
Ø 背景介绍
Ø 如何采集一个合格的痰标本
Ø 实验室标本的处理（涂片很重要）
Ø 下呼吸道重要病原菌特点（有哪些、会识别）
Ø 结果报告及解释
Ø 质量控制



 呼吸道正常菌群

  解剖部位                          正常菌群

        口咽部                      β-溶血链球菌（A群除外）、

非溶血链球菌、草绿色链球菌、奈

瑟菌属、嗜血杆菌属、棒状杆菌属

（除白喉棒状杆菌）、微球菌、葡

萄球菌、少量酵母样菌和肠杆菌科

细菌、厌氧菌（包括类杆菌、梭杆

菌属、韦荣球菌属、消化链球菌）

    前鼻                      凝固酶阴性葡萄球菌、极少量金黄

色葡萄球菌、类白喉
    喉或喉以下                通常为无菌

人体基础条件的变化会改变定值菌的种类和数量



上呼吸道感染主要类型及主要病原菌

Ø 大部份为病毒感染

Ø 细菌性咽炎常由化脓性链球菌引起。严重的会厌炎和喉气
管炎可能由type B型流感嗜血杆菌引起

Ø 急性鼻窦炎的常见细菌为肺炎链球菌、流感嗜血杆菌、卡
他莫拉菌，其次为金黄色葡萄球菌、化脓链球菌、G-杆菌
和厌氧菌等

Ø 慢性鼻窦炎通常为需氧菌和厌氧菌混合感染



下呼吸道感染主要类型及主要病原菌
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Ø 下呼吸道感染病原菌多样，选择合适的标本尤为重要，因
为标本很容易受到口咽部菌群的污染，导致检测结果与临
床不符，误导临床诊断与治疗。

Ø 痰培养仅用于下呼吸道感染，主要是肺部感染的诊断。但
它不是诊断肺部感染的最佳标本。

Ø 痰涂片可以提高下呼吸道病原菌学诊断的特异性和敏感性
。涂片革兰染色可评估痰标本质量；发现培养不能生长的
细菌。



ü 患儿女，3月1天，因“反复咳嗽、发热20+天，院外治疗8天期间合并I型呼吸衰竭”收入PICU。

ü 查体：T38℃，P145次/分，R55次/分，BP92/56mmHg，SPO2 95%（鼻导吸氧下）。急性重病
容，神志清楚，余无异常。

ü  实验室及其他检验结果：
       院外WBC 31.19×10^9/L，N 51.7%，HGB 117g/L，PLT 452×10^9/L，CRP 71.86mg/L。
       血培养：表皮葡萄球菌（万古霉素敏感）
       痰培养：肺炎克雷伯菌、大肠埃希菌；
       胸部CT提示：双肺纹理模糊，左下肺叶后基底段可见条片影，右肺上叶后段及右肺下叶肺实质

表现，炎性病变可能，其它待排。

ü 入院诊断：1、重症肺炎，2、脓毒症血流感染（表皮葡萄球菌）

ü 抗生素治疗：万古+美平

病 例







ü 入院后辅助检查：
ü 血培养：阴性；MP快速速培养、PCR阴性；衣原体核酸、呼吸道病毒

七联检、真菌G试验阴性。
ü 痰查抗酸杆菌阳性（4+）。
ü 结核感染T细胞：阳性。
ü 结核培养：阳性

ü 吡嗪酰胺+盐酸乙胺丁醇+ 异烟肼+利福平          停用利福平+异烟肼+
丙嗪酰胺以及美平和万古霉素，加阿米卡星+左氧氟沙星抗结核及保肝
治疗

ü 患儿母亲1+年前在当地传染病院诊断为肺结核，强化治疗2月后复诊，
医生嘱继续巩固治疗，患儿母亲因发现自己怀孕故自行中断治疗



痰标本是目前国内实验室最主要的标本

序号 标本来源 标本数      （%）

1 痰 8750         62.1

2 血 1268         9.0

3 分泌物 933          6.6

4 脓 864          6.1

5 咽喉 407          2.9

6 拭子               368          2.6

7 粪便 335          2.4

8 尿 326          2.3

9 体液 103          0.7

10 腹水 98            0.7

周伟等，四川省细菌耐药监测网2012年0～14岁儿童细菌耐药监测数据分析，实用医院临床杂志，2013（10）

我省的情况



我院的情况



我院的情况



序号 细菌 株 百分率

1 大肠埃希菌 2948 17.8%

2 金黄色葡萄球菌 2321 14.0%

3 肺炎链球菌 2031 12.2%

4 肺炎克雷伯菌 1885 11.4%

5 凝固酶阴性葡萄球菌 1481 8.9%

6  流感嗜血杆菌 1382 8.3%

7 卡它莫拉菌 581 3.5%

8  阴沟肠杆菌 557 3.4%

9 铜绿假单胞菌 446 2.7%

10 鲍曼不动杆菌 383 2.3%

周伟等，四川省细菌耐药监测网2012年0～14岁儿童细菌耐药监测数据分析，实用医院临床杂志，2013（10）









   痰标本合格率低

                     尤其是儿童痰标本！
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如何采集一个合格的痰标本

Ø 自然咳痰法：晨痰最佳，无菌生理盐水漱口，深部痰。幼儿可用手指
轻叩胸骨柄上方，以诱发咳痰 

Ø 诱导痰：  雾化吸入45℃100mg/LNaCL水溶液。仅适用于结核分枝杆菌及
耶氏肺孢子菌，其它病原菌检出效果差

Ø 吸痰法（手动、电动）：住院患儿多采用

Ø 支气管镜标本：保护毛刷标本（PSB）、支气管灌洗液（BW）、支气
管肺泡灌洗液（BAL）法、支气管穿刺活检标本等。标本质量高！

口腔清洁、深部、避免口咽部菌群污染！！！



Ø 标本运送：无菌防漏容器，2小时（室温）送至实验室。
Ø 标本的拒收标准及处理方式

拒绝标准 处理方式

容器上未贴上条码 退回原送检单位，如无法退回可进行培养，但不发结果报告

请求厌氧培养 删去厌氧菌培养之请求，除非微生物主管认可，始行厌氧菌培养，
并向医师说明理由

痰液采集不当(如唾液) 退回送检单位，并注明样本不当，请指导病患正确收集方法并重送
样本。儿科病人，特别是新生儿科等采样困难的患者，经涂片发现
不适宜培养的标本可不退回，但在检验报告备注中应说明标本质量
并建议重新送检。

干燥拭子 退回送检单位，并注明样本不当，请求重送样本

置室温超过4小时,容器不当或样本外漏 退回送检单位，并注明样本不当，请重送样本

一支拭子做细菌、T.B或霉菌培养 询问医师并补送样本，如不可能补送，则按医师建议优先次序为之



标本处理

Ø 基本要求：接种标本及涂片在Ⅱ级生物安全柜内进行；尽快处理所有
标本

Ø 肉眼观察： 观察痰液的颜色、粘度、有无血丝和是否呈脓性，如见有
颗粒存在，则应注意可能与放线菌属及奴卡菌属感染有关。可以用唾
液、含血粘液痰、水样、白粘带脓性、黄色脓性、其它等表示。

Ø 显微镜检查  下呼吸道细菌学检验的标本均需涂片进行细胞学和细菌
学显微镜检查，其目的是判别送检是否适合做细菌培养，并初步判定
有否病原菌、病原菌的数量及其类别、有助于初步报告、选择培养基
（如真菌）和对培养结果的综合分析。



u 涂片细胞学镜检  采用方法是直接涂片或涂片染色，低倍（100X）检
查20-40个视野分别计数白细胞、上皮细胞数量，以判断标本是否合
格（白细胞减少的患者痰标本涂片镜检>10个白细胞/低倍镜时，可

以判断是合格并可用细菌培养）。油镜用于观察细菌及形态。

 

分类

细胞数/低倍镜  

备注白细胞 鳞状上皮细胞

     A      >25      <10 合格可用于细菌培养

尚合格可用于细菌培养

不合格，重送标本

根据临床判断是否可用于细菌

培养

     B      >25     10-25

     C      <10      >25

D 10-25 <25



u 细菌涂片染色检查  挑取痰液中脓性或带血部分涂成均匀薄片，革兰
染色后镜检 ，油镜下观察细菌形态，排列和染色性，可初步推定菌属
（或种），涂片中所见细菌的量及吞噬细胞内是否有细菌等。如发现
酵母样菌或菌丝或孢子，应做出相应报告和真菌学检查。

Ø 培养基的选择和标本接种孵育
                            血平板
                            嗜血杆菌分离平板
                            5~10%CO2孵箱
                            麦康凯或中国蓝平板
                            沙保弱琼脂平板
                            普通孵箱

必选项

可选项



Ø 液化：浓性痰需液化

Ø 接种：分区划线

Ø 连续培养并观察慢生长菌：观察培养18h-24h后平板，为
检出可能生长的丝状真菌、慢生长菌、苛养的革兰阴性杆
菌如鲍特菌属，平板在检查并连续培养至72小时，可能发
现慢生长菌。



分离并鉴定下呼吸道重要病原菌
Ø β-溶血链球菌(化脓链球菌、B群链球菌）

图片来自陈东科主编《临床微生物学检验图谱》



肺炎链球菌

胆汁溶菌试验及OP敏感试验联合检测可减少错误报告

图片来自陈东科主编《临床微生物学检验图谱》



流感嗜血杆菌

图片来自陈东科主编《临床微生物学检验图谱》



卡他莫拉菌

图片来自陈东科主编《临床微生物学检验图谱》

菌落可推移，DNA酶阳性，β内酰胺酶90%以上菌株阳性



葡萄球菌属及肠球菌属

◆ 革兰染色显示占优势的成堆球菌与白细胞相关，只报有临床意义数量的金黄
色葡萄球菌

◆ 住院患者，依照感控原则，即使少量也需检测是否为MRSA

◆ 凝固酶阴性葡萄球菌几乎均为呼吸道正常菌群

◆ 一般情况下，少量生长的肠球菌无需报告

图片来自陈东科主编《临床微生物学检验图谱》



革兰阴性杆菌

图片来自陈东科主编《临床微生物学检验图谱》



革兰阳性杆菌

图片来自陈东科主编《临床微生物学检验图谱》



真菌

图片来自陈东科主编《临床微生物学检验图谱》



结果报告
Ø 标本涂片革兰染色细胞学和细菌学显微镜镜检未发现有临床诊断意义

结果，同时分离培养的细菌为定植的正常菌群，最终报告为“正常咽
喉菌群”

Ø 标本涂片革兰染色细胞学和细菌学显微镜镜检发现有临床诊断意义结
果（及时初步报告），同时分离培养检出优势菌与涂片染色显微镜镜
检结果相符时，最终报告应包括优势菌鉴定的规范细菌名称和药敏试
验结果

Ø 标本涂片革兰染色细胞学和细菌学显微镜镜检发现有临床诊断意义结
果（及时初步报告），细菌分离培养未检出优势菌，与涂片染色显微
镜镜检结果不相符时，最终报告为“混合菌丛，未分离出病原菌”

Ø 标本涂片革兰染色细胞学和细菌学显微镜镜检未发现有临床诊断意义
结果，但分离培养出少量病原菌，培养结果与涂片染色显微镜镜检结
果不相符时可不做药敏试验（以免误导），最终报告仅报告分离细菌
鉴定结果



结果报告说明



结果报告说明



痰标本的检验流程



培养基的质量控制

Ø 培养基的标识：生产日期（批号）、效期、质量控制、储

存条件等

Ø 质控的内容

ü 外观

ü 无菌试验

ü 生长试验

ü 抑制试验（适用时）

Ø 质控的频率：每批、每一货次



试剂、染色液和诊断血清的质量控制

Ø 染色剂的质量控制（革兰、抗酸）

ü 质控片或质控标本的准备：涵盖阴性、阳性

ü 质控频率：每一批，使用中每周（若检测频率小于每周1

次，则实验当日）



常用生化试剂、鉴定纸片的质量控制

Ø 氧化酶、触酶、凝固酶：新批号，使用中每天，使用阴、

阳性。

Ø X、V、V+X因子纸片、OPTOCHIN、ONPG等：新批号，

使用中每周。

Ø β内酰胺酶：CefinaseTM 每批1次。



细菌鉴定的质量控制

Ø 手工鉴定试验

Ø 自动化仪器的质量控制

ü 全面的质量控制

ü 精简的质量控制



人员的质量控制

Ø 有颜色视觉障碍者不应从事涉及辨色的微生物学检验

Ø 每年应对各级人员制定培训计划

Ø 每年评估员工的工作能力。新近员工，最初6个月内应至

少进行2此能力评估；离岗6个月以上，应再培训再评估。

Ø 人员比对：每半年1次，每次至少5份临床样本

ü 显微镜检查

ü 培养结果判读

ü 抑菌圈直径的测量

ü 结果报告



PT/实验室间比对

Ø PT计划

ü 尽量涵盖所有项目

ü 视病人标本使用常规方法进行检测

ü 禁止实验室之间打听结果

ü PT失败的纠正及预防措施

Ø 实验室间比对

Ø 细菌耐药监测网数据的反馈分析



小结

Ø 指导临床或患者家属正确采集合格痰标本

Ø 严格遵循已有的标准/指南，病原菌心中有数、能识别

Ø 只有在涂片提示标本合格后才能进行培养/药敏



谢谢！


